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Apoptotic cells promote Th2 responses by stimulating 
inflammatory dendritic cells via CD300a immunoreceptor 
(アポトーシス細胞は炎症性樹状細胞上の 
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5. アポトーシスと気道炎症 
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1. CD300a 遺伝子欠損マウスにおけるアレルギー性気道炎症モデル 
2. CD300aの発現細胞の同定 
3. Inflammatory DC上のCD300aによるin vitroでTh2応答制御 





















































OVA をアジュバントである Alum とともに 0、7、14 日目に腹腔内投与し、21、
22、23 日目に 10%OVA をネブライザー投与することでアレルギー性気道炎症




遺伝子欠損マウスでは血清 IgE 値が誘導開始後早期(14 日目)より野生型に比べ
低値であり、CD300a が喘息の誘導期 (感作期)において Th2 誘導を促進する機
能があることが示唆された。 
次に、抗原投与後の腹腔洗浄液を回収し、フローサイトメトリー法により免疫
細胞上の CD300a の発現を解析した。CD300a は抗原投与後の腹腔内では炎症
性単球由来の樹状細胞に高発現していることが認められ、この樹状細胞上の
CD300a が Th2 誘導の制御に関与していると考えられた。そこで、野生型由来






が Th2 誘導の促進に寄与していることが示された。 



















































により CD4 陽性 T 細胞の Th2 分化がおこり、Th2 細胞からのサイトカイン産
生により、B 細胞から抗原特異的 IgE 抗体が産生される。Th2 分化には IL-4 の









3. アレルギー性喘息   
アレルギー性喘息は I 型アレルギーに分類され、ヒトにおいては可逆性の気道
閉塞に伴う喘鳴、咳嗽、呼吸困難などの発作を特徴とする気道の慢性炎症病態
















えるものとに分類される。そのうち CD300a (マウス MAIR-I (4, 5), LMIR1 (6), 
CLM-8 (7) 、ヒト IRp60 (8) , CMRF-35H (9) )は、脱リン酸化酵素であるSHP-1、
SHP-2 や SHIP と会合することによって抑制性シグナルを伝えることが先行研







性 IgE とを抗体を用いて in vitro で共架橋すると、肥満細胞の脱顆粒反応が抑
制されることが示されている(4, 5, 10-12)。つまり、CD300a が肥満細胞の脱顆































































CD300a 遺伝子欠損マウスは当研究室で Balb/cA 由来の ES 細胞より樹立し、
C57BL/6J マウスと 12 回以上戻し交配を行ったマウスを C57BL/6J 背景




2. アレルギー性気道炎症モデル  
野生型マウスあるいはCD300a遺伝子欠損マウスに0日目、7日目、14日目にOVA 
(chicken egg protein grade V, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 100ugと水溶性
アルミニウムゲル2% (VacciGrade, InvivoGen, San Diego, CA)100ulを腹腔内
投与した。10%のOVA溶液を21日目より連続して3日間、30分間超音波式ネブラ











ム (FlexiVent, Montreal, Quebec, Canada)に接続し、PBS に溶解した異なる濃
度のメサコリン (0, 0.75, 1.5, 3, 6, 12 mg/ml) を吸入させ気道抵抗 (Rrs)を測定
した。 
 
4. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
マウス血清中の IgE 抗体価の測定には、ラット抗マウス IgE 抗体 (R35-72, BD 
Biosciences)を 50 mM carbonate B buffer (pH 9.6)で希釈し、96-well ELISA 
plates (NUNC Thermo scientific, Yokohama, Japan)に固相化し、5%FBS を
添加したリン酸緩衝液でブロッキングを行ったのち、ビオチン標識化ラット抗
マウス IgE 抗体 (R35-118, BD Biosciences)と streptavidin conjugated with 
horseradish peroxidase (GE Healthcare Biosciences, Little Chalfont, UK)で
検出した。洗浄後に ABTS peroxidase substrate (KLP,USA)をプレートに添加




標準曲線は、抗 TNP マウス IgE 抗体を使用した。 




回収した腹腔洗浄液を遠心 (100 x g, 5 分)し、スライドガラスに固定してライ
ト-ギムザで 8 分間染色または、トルイジンブルーで 3 分間染色した。 
 
6. リアルタイム PCR 
全RNAは、縦隔リンパ節細胞または腹腔洗浄液中細胞より抽出、精製した。逆
転写はHigh-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA)を用いて行った。リアルタイムPCRはPower SYBR Green 
PCR Master Mix (Applied Biosystems)を用いて、ABI 7500 sequence detector 
(Applied Biosystems)により行った。PCRプライマーは以下の通りである： 
Il4-F, 5′-ATC ATC GGC ATT TTG AAC GAG G-3′; Il4-R, 5′-TGC AGC 
TCC ATG AGA ACA CTA-3′; Ifng-F, 5′-ACA GCA AGG CGA AAA AGG 
ATG-3′; Ifng-R, 5′-TGG TGG ACC ACT CGG ATG A-3′; Il17-F, 5′-TTT 
AAC TCC CTT GGC GCA AAA-3′; Il17-R, 5′-CTT TCC CTC CGC ATT 
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GAC AC-3′; Il12p35-F, 5’-TGC CTT GGT AGC ATC TAT GAG G-3’; 
Il12p35-R, 5`-CGC AGA GTC TCG CCA TTA TGA T-3’; Il12/23p40-F, 5’-GGA 
GAC CCT GCC CAT TGA ACT -3’ ; Il12/23p40-R, 5’-CAA CGT TGC ATC CTA 




magnetic bead-based cell sorting system (Miltenyi, Bergisch Gladbach, 
Germany)により回収した。ナイーブCD4陽性T細胞(CD4+CD44LloCD62hi )を
AriaII cell sorter (BD Biosciences)を用いてフローサイトメトリー法にてソー
ティングした。ナイーブCD4陽性T細胞の純度は98％以上であることを確認した。
5 × 104 個のナイーブCD4陽性T細胞を、腹腔洗浄液よりフローサイトメトリー
法にて回収した2 × 104個のCD11b陽性樹状細胞とともに96 wellラウンドボト
ムプレートでOVA323-339 ペプチド (Operon Biotechnologies, Tokyo, Japan) を
添加し5日間共培養した。 






CD11c-GFP マウスより採取した 5.0 × 105 の腹腔洗浄液細胞を PSVue 
(Molecular Targeting Technology, West Chester, PA)で染色し、共焦点顕微鏡
(FV10i FLUOVIEW (Olympus, Tokyo, Japan))で観察した。アポトーシス細胞
と CD300a の結合を阻害するために添加した MFGE-8 の変異体である D89E 
MFGE8は我々の研究室で作成した(21)。D89E MFGE8（100ugを 200ulの PBS
に溶解）または抗 CD300a 抗体 (TX41) (300ug を 200ul の PBS に溶解)を
OVA/Alum 投与 24 時間後にマウスの腹腔に投与した。 
 
9. フローサイトメトリー法 
抗マウス CD3 (145-2C11), CD4 (RM4-5), CD62L (MEL-14), CD44 (IM7), 
SiglecF (E50-2440), CD11b (M1/70), CD11c (HL3), Gr-1 (RB6), Ly6C (AL-21), 
MHC-II (AF6-120.1), CD80 (16-10A1), CD86 (GL1), and CD40 (HM40-3)抗体
は BD Biosciences より購入した . 抗マウス F4/80 (MCA497A647)抗体は
BioRad (Hercules, CA)より購入した。抗マウス CCR2 (475301)抗体は R&D 
(Minneapolis, MN, USA)より購入した。抗 PS (1H6)抗体は Merck Millipore 
(Darmstadt, Germany)より購入した。抗 CD300a モノクローナル抗体 (TX41)






統計学的解析は unpaired Student’s t-testまたは、One-Way ANOVAを用いて



























































































































































































































ITIM: immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs 
PS: Phosphatidylserine 
WT: Wild type 
OVA: Ovalbumin 
Alum: Aluminum hydroxide  
DC: Dendritic cell 
BAL: Bronchoalveolar lavage 
AHR: Airway hyperreactivity  
Th2: T-helper–cell type 2 
i.p.: intraperitoneal  
Rrs: Respiratory resistances 
PEC: Peritoneal cavity cell 
Med LN: Mediastinal lymph node 
H&E: Hematoxylin and eosin  
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図 1 CD300a の構造 
CD300a は細胞外に免疫グロブリン様ドメインをひとつ持つ。細胞内領域には
ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) を持ち、脱リン酸化

















































































































































図 2 CD300a 遺伝子欠損マウスではアレルギー性気道炎症が軽減する 
(A-E) 0,7,14 日目に抗原である卵白アルブミン(OVA)とアジュバントである
Aluminum hydroxide(Alum)とを混合した物をマウスに腹腔内投与し免疫を行
った。21,22,23 日目に OVA を超音波ネブライザーによりマウスに吸入暴露し、
25 日目に解析を行った。(A) OVA 誘導喘息のプロトコール (B)BALF 中の総細
胞数、好酸球数をフローサイトメリー法を用いて検討した。(C)肺の組織標本を
H&E、PAS で染色し、光学顕微鏡で観察した。(D)メサコリンに対する気道過
敏性を呼吸機能評価システムである FlexiVent を用いて測定した。Rrs;気道抵抗 
(E)喘息を誘導した野生型あるいはCD300a遺伝子欠損マウスの血清中の IgE抗
体価をELISA法で測定した。免疫開始後 14 日目のOVA特異的 IgE価をELISA
法で測定した。(F)野生型あるいは CD300a 遺伝子欠損マウスに OVA/Alum を
腹腔内投与し、5 日後に縦隔リンパ節細胞を回収しサイトカインの mRNA 発現
を RT-PCR にて比較した。Il4; IL-4, Ifng; IFN-γ,Il17; IL-17 
(*, P < 0.05; **, P < 0.01.) 




















































図 3 血清中の抗体価 
野生型マウスまたは CD300a 遺伝子欠損マウスに喘息を誘導し、25 日目の血清


































































T細胞, B細胞, マクロファージ, 好中球除く
 iDCs : 炎症性樹状細胞
cDCs : 古典的樹状細胞 
図 4 各細胞のゲーティング 























Neutrophils Macrophages Mast cellsInflammatory DCs Conventional DCs
感作前






















図 5 腹腔中での CD300a の発現細胞 
(A)野生型マウスに OVA または OVA/Alum を腹腔内投与し、24 時間後の腹腔洗
浄液を回収し、CD300a の発現をフローサイトメトリー法で解析した。 
(B)野生型マウスに OVA/Alum を投与し、24 時間後の腹腔洗浄液中の







































































































図 6 OVA/Alum 投与後の腹腔洗浄液中の細胞集団 
(A)野生型マウスに OVA または OVA/Alum を腹腔内投与し、腹腔内の細胞集団
(マクロファージ、肥満細胞、好中球、古典的樹状細胞、炎症性樹状細胞)をフロ
ーサイトメトリー法で解析し、経時的に細胞数を評価した。 
(B) 野生型マウスに OVA または OVA/Alum を腹腔内投与し、4 時間後に腹腔洗
浄液を回収し、サイトスピン法を用いて固定した細胞をギムザ、トルイジンブ
ルーで染色し光学顕微鏡で観察した。→；マクロファージ、▶；肥満細胞 
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(B) OVA/Alum の腹腔内投与 72 時間後の縦隔リンパ節で、(A)で同定した















































図 8 野生型と CD300a 遺伝子欠損マウスにおける炎症性樹状細胞の比較 































野生型 Cd300a-/- 野生型 Cd300a-/-(－)樹状細胞
T : DC=2 : 2 T : DC=5 : 2
野生型 Cd300a-/- 野生型 Cd300a-/-(－)































野生型 Cd300a-/- 野生型 Cd300a-/-(－)
T:DC=2:2 T:DC=5:2










OVA323-339 ペプチド(Operon Biotechnologies, Tokyo, Japan) の存在下で5日間
共培養した。T細胞を回収しPMA (50 ng/ml)およびionomycin (500 ng/ml)にて
30時間再刺激し培養上清中のサイトカイン産生量をELISA法で測定した。 




















図10  炎症性樹状細胞からの Th1 誘導因子の産生は野生型マウスと CD300a 遺
伝子欠損マウスで変わらない  
野生型マウスまたは CD300a 遺伝子欠損マウスに OVA/Alum を投与し、48 時
間後に腹腔洗浄液を回収し、Ly6ChighCD11bhigh炎症性樹状細胞をフローサイト
メトリー法で回収し、IL-12p35、IL-12p40、IFN-γ サイトカインの mRNA 発
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図 12 アポトーシス細胞と CD300a の結合を阻害することによりアレルギー性
気道炎症が改善する 
(A-B) 0,7,14 日目 OVA/Alum を腹腔内投与し、それぞれ 3 日後に抗 CD300a 阻
害抗体(anti-CD300a Ab)またコントロール rat-IgG 抗体(ctrl Ab)を腹腔内投与
し、CD300a とリガンドの結合を阻害した。21,22,23 日目に OVA を超音波ネブ
ライザーによりマウスに吸入暴露し、25 日目に BAL の解析を行った。また、
血清 IgE 抗体価を経時的に評価した。 
(A) 抗 CD300a 阻害抗体を用いた OVA 誘導喘息のプロトコール 
(B)BALF 中の総細胞数、好酸球数 をフローサイトメトリー法を用いて解析した。
血清 IgE 抗体価を ELISA 法を用いて測定した。 (*, P < 0.05) 
